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摘要 : Akas EH (odorant binding proteins, OBPs) 在 昆虫 嗅觉 识别 中 起 着 重要 的 作用 , 尤其 是 在 运输 外 界 脂 溶 
性 气味 分 子 通 过 嗅觉 感 带 淋巴 液 到 达 嗅 觉 受 体 (olfactory receptors, ORs) 的 过 程 中 发 挥 关 键 作 用 。 明 确 OBPs 在 昆 
虫 同 外 界 进行 信息 交流 过 程 中 的 作用 有 利于 阐明 昆虫 嗅觉 识别 的 机 制 , 同时 可 为 利用 干扰 昆虫 嗅觉 识别 来 进行 害 
忠 防 治 葛 定理 论 基础 。 本 研究 元 隆 了 一 个 绿 盲 暑 Apolygus lucorum ( Meyer-Dür) 气味 结合 蛋白 AlucOBP7 基因 
(GenBank 登录 号 : JQ675724) , 并 进行 了 原核 表达 , 以 1-NPN 为 区 光 探 针 采 用 严 光 竞争 结合 实验 研究 了 AlucOBP7 
蛋白 和 10 种 棉花 挥发 物 及 6 种 性 信息 素 类 似 物 的 结合 能 力 。 结 果 表 明 : 在 10 种 棉花 挥发 物 中 , AlucOBP7 能 够 和 
2- 己 酮 及 水 杨 酸 甲 醋 有 效 结合 , 结合 常数 分 别 为 55.13 pmol/L 和 28.26 hmolL。 在 6 种 育 晴 性 信息 素 类 似 物 中 ， 
4- 氧 代 - 反 -2- 己 烯 醛 和 AlucOBP7 具有 较 强 的 结合 能 力 , 结合 常数 为 23.14 kmolLL。 丁 酸 乙 酯 、 丁 酸 丁 酯 及 己 酸 已 
酯 也 能 够 和 AlucOBP7 有 效 结合 , 但 结合 能 力 中 等 ,结合 常数 分 别 为 30. 58, 39.26 和 35. 81 pmol/L, 初步 推 测 ， 
AlucOBP7 可 能 是 绿 育 晨 性 信息 素 结合 蛋白 (pheromone binding proteins, PBPs) ,并 在 感受 性 信息 素 和 植物 挥发 物 
的 过 程 中 发 挥 双重 功能 。 
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Abstract: Odorant binding proteins ( OBPs) are widely involved in olfactory perception and play a key 
role in transporting hydrophobic odorants across the sensillum lymph to the olfactory receptors ( ORs). 
Understanding the roles of insect OBPs in chemical communication would help us elucidate the 
mechanism of insect olfaction perception and lay the theoretical basis for controlling the target pests by 
interfering with insect chemoreception. In this study, a novel OBP gene AlucOBP7 ( GenBank accession 
no.: JQ675724) was identified from the green plant bug, Apolygus lucorum ( Meyer-Dür) , and then the 
recombinant AlucOBP7 was prokaryotically expressed in Escherichia coli and purified. Fluorescence 
competitive binding assays were conducted to explore the binding properties of AlucOBP7 with 10 cotton 
volatiles and 6 sex pheromone analogs using a fluorescence probe, N-phenyl-1-naphthylamine ( 1-NPN). 
The results revealed that for the 10 cotton volatiles, AlucOBP7 showed certain binding abilities with 2- 
hexanone and methylis salicylas, with the dissociation constants of 55. 13 jumol/L and 28. 26 jumol/L , 
respectively. For the 6 sex pheromone analogs, the AlucOBP7 had a strong binding affinity with 4-oxo- 
(E)-2-hexenal, with the dissociation constant of 23. 14 jumol/L. Ethyl butyrate, butyl butanoate and 
hexyl hexanoate showed moderate binding abilities with AlucOBP7, and their dissociation constants were 
30.58, 39. 26 and 35. 81 mmol/L, respectively. We so inferred that AlucOBP7 may be a pheromone 


binding protein of the green plant bug and play dual roles in the perception of sex pheromone and plant 
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昆虫 在 长 期 进化 过 程 中 , 其 灵敏 的 噢 党 能 够 感 
受 外 界 挥 发 性 化 学 信息 物质 来 实现 寻求 食物 、 配 偶 
和 产 卵 场所 等 行为 ( Larsson et al., 2004; 谷 少 华 等 ， 
2010; Gu et al., 2011) 。 昆 虫 的 噶 党 器 家 主要 为 头 
部 前 端的 触角 ,其 触角 上 分 布 着 数量 和 种 类 众多 的 
感受 般 ,， 而 感受 船 中 遍布 着 各 种 呈 党 相关 功能 蛋 
EH. 包括 气味 结合 蛋白 ( odorant binding proteins, 
OBPs)、 化 学 感受 蛋白 (chemosensory proteins, 
CSPs) filia SZ IK ( olfactory receptors, ORs) 等 。 其 
中 OBPs 是 一 类 低 分 子 量 (15 kD 左右 ) 且 偶 酸 性 的 
水 溶性 蛋白 ,主要 存在 于 昆虫 嗅觉 感 瘟 内 胞 外 空间 
的 淋巴 液 中 。 典 型 OBPs 结构 包括 6 个 保守 的 半 胱 
AMR ( Krieger and Breer, 1999) , X 6 TAMARIT 
别 交叉 形成 3 个 二 硫 键 (Cys I -Cys M, Cys Il -Cys 
V, CysIV-Cys V) , 这 3 个 二 硫 键 对 OBPs EAW 
维 结构 起 支撑 作用 (Pelosi et al., 2006), Æ B8 E 
昆虫 中 , 根据 氨基 酸 序 列 的 相似 性 和 表达 部 位 的 不 
同 ，OBPs 被 分 为 3 种 亚 型 : PBPs ( pheromone- 
binding proteins) , GOBPs ( general odorant binding 
proteins), ASPs ( antennal specific proteins) 或 ABPx 
( antennal-binding protein) ( Krieger et al., 1996; 
Robertson et al., 1999) 。 自 从 利用 同位 素 标 记 配 体 
结合 实验 发 现 第 一 个 昆虫 OBP 以 来 ( Vogt and 
Riddiford, 1981) ， 多 种 育 晴 的 OBPs 被 鉴定 (Cu et 
al., 2011; Ji et al., 2013) , 但 对 于 其 蛋白 的 功能 尚 
不 十 分 明确 , 主要 是 由 于 昆虫 触角 较 小 ,从 中 分 离 
纯化 蛋白 很 困难 ,尤其 是 对 于 结构 和 性 质 很 相似 的 
几 种 OBP EA, 难以 将 它们 完全 分 开 ( Vogt and 
Riddiford, 1981; Nagnan-Le Meillour et al., 1996; 
Vogt et al., 1999;) 。 近 年 来 ， 随 者 分 子 生物 学 技术 
的 发 展 , 利用 基因 表达 的 方法 使 这 方面 的 研究 成 为 
可 能 (Feng and Prestwich, 1997; Maibeche-Coisne et 
al., 2001; Krieger et al., 2005; Prestwich, 2008), 
为 进一步 解析 昆虫 OBPs 的 生化 特性 和 生理 功能 提 
供 了 很 好 的 技术 文 撑 。 

昆虫 气味 结合 蛋 日 与 脂 溶 性 的 气味 物质 发 生 作 
用 , 是 昆虫 专 一 性 识别 外 界 气味 物质 的 第 一 步 生化 
反应 (Vogt and Riddiford, 1981), 气味 结合 借 日 在 
这 个 复杂 的 过 程 中 充当 了 运送 和 和 缉 载 信息 化 合 物 的 
载体 , 对 于 昆虫 与 外 界 进行 信息 交流 具有 重要 意 


义 。 有 报道 指出 , 当 缺 失 表 达 一 个 相关 的 OBP 基 
后 , £L Solenopsis invicta 种 群 会 产生 多 个 蚁 
后 , 表明 这 个 OBP 和 蛋 日 在 红火 蚁 感受 蚁 后 的 性 信 
息 素 中 起 着 重要 作用 (Krieger and Ross, 2002), 
OBPs 一 个 很 重要 的 假设 功能 是 特异 性 地 结合 小 分 
子 化 合 物 ， 而 荧光 竞争 性 结合 实验 能 够 检测 气味 结 
合 蛋 日 和 化 学 感受 和 蛋 日 与 气味 或 其 他 化 学 信息 物质 
识别 结合 的 特性 ( Ban et al., 2003)。 在 蚜 忠 的 3 个 
OBPs 与 12 个 配 体 化 合 物 苋 争 性 结合 实验 中 ,只 有 
蚜虫 报警 素 (E)-B-farnesene 和 famesol 能 够 显著 与 
OBP3 结合 ( Qiao et al., 2009) , 
2k Ei Apolygus lucorum ( Meyer-Dür) Jë T 2E 3H 

H ( Hemiptera) Ei 4P} ( Miridae ) BJ J Hi Ei 98/8 , e: 
KERRE, 寄主 植物 有 100 多 种 。 近 年 
X, 随 着 Bt 槐 的 大 面积 推广 和 种 植 , 棉田 害虫 的 生 
SWM THER, 棉铃 虫 等 鳞 茵 目 害 虫 得 到 了 有 
效 地 控制 ， 而 育 晴 等 一 些 刺 吸 式 害 虫 逐 渐 上 升 为 主 
要 害虫 (Wu et al., 2002; Wu, 2007), ATZ BIS 
HARER, ZAR FE ECKA MIE HEH 
特点 ， 化 学 防治 效果 不 义 人 意 。 目 前 ， 有 关 育 晴 科 
昆虫 信息 素 类 似 物 的 研究 已 有 一 些 报道 。 有 报告 指 
出 ， 丁 酸 己 酯 和 丁 酸 反 -2- 已 烯 酯 可 能 是 美国 牧草 育 
蛙 性 信息 素 主 要 组 分 (Gueldner and Parrott, 1978) 。 
张涛 (2011 ) 对 绿 育 晴 Apolygus lucorum, "P. ER Er vs 
= m OH H 
fasciaticollis Ei s Ei | Adelphocoris lineolatus 的 性 

言 息 素 进 行 了 初步 鉴定 , 发现 其 主要 组 分 都 为 4- 氧 
代 - 反 2- 已 烯 醋 、 丁 酸 已 酯 和 丁 酸 反 -2- 已 烯 本 ,只 
是 比例 上 存在 差异 。 为 明确 绿 盲 晴 嗅 党 识别 过 程 ， 
并 利用 咒 党 行为 干扰 策略 来 达到 控制 绿 育 晴 等 危害 
的 目标 , 我 们 殉 隆 、 表 达 并 且 纯 化 了 一 个 新 的 绿 育 
赌气 味 结合 蛋 日 , 命名 为 Aluc0BP7。 室 内 利用 灾 
光 苋 争 结合 实验 测定 了 AlucOBP7 与 10 种 棉花 挥 
发 物 及 6 种 育 晴 性 信息 素 类 似 物 的 结合 能 力 ， 以 期 
为 深信 探 索 绿 育 晴 嗅 党 信息 感知 及 传递 的 生理 行 ， 
机 制 提 供 理论 参考 。 


1 材料 和 方法 
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研 中 试 基地 试验 田 , 在 保鲜 盒 内 用 新 鲜 的 四 季 豆 饲 
养 。 养 虫 室 环境 条 件 为 29 +1Y ,相对 湿度 60% + 
5% , Æ 14L: 10D (Lu et al., 2007) , 

1.2 试剂 

Trizol、 反 转录 试剂 例 SuperScript ™ HD First- 
stand Synthesis System for RT-PCR 购 自 Invitrogen 公 
HJ, pGEM-T Easy 载体 购 自 Promega 公司 , 胶 回 收 
试剂 盒 和 质粒 提取 试剂 盒 购 目 Axygen 公司 ,限制 
性 内 切 酶 、DNA 连接 酶 、ExTaq DNA RA BS H 
TaKaRa 公司 重组 肠 激 酶 ”Recombinant 
Entherokinase 购 自 Novagen 公司 , 表达 感受 态 菌 株 
BL21 (DE3) 购 目 天 根 生 化 科技 有 限 公 司 , KIER 
针 购 于 Sigma 公司 , 气味 标 样 分 别 购 于 Sigma 公司 
和 梯 希 爱 ( 上海) 化 成 工业 发 展 有 限 公 司 。 

1.3 触角 总 RNA 提取 及 cDNA 合成 

取 羽 化 后 3 d WEHE AE Ei Wë pk HR rh f e 100 
对 , 液 氮 人 研磨 后 用 Trizol 提取 触角 总 RNA, 提取 的 
总 RNA 置 于 -80% 保存 备用 。 采 用 SuperScript II 
逆转 录 合 成 系统 合成 第 一 链 cDNA, 合成 的 第 一 链 
cDNA 保存 于 -20C 或 直接 进行 下 一 步 实 验 。 上 述 
操作 均 按照 操作 说 明 书 执行 。 

1.4 PCR j] 

ERREA EHA AlucOBP7 基因 序列 为 本 
实验 室 通 过 租 选 绿 育 晴 触 角 cDNA 文库 获得 
( GenBank 登录 号 JQ67572A) (Ji et al., 2013) , 依据 
AlucOBP7 序列 设计 特异 性 表达 引物 , IEI SII: 
5'-CCATGGCTGAAGAACAAGCCAA-3'; R [uj B| J; 
5'-GGATCCTCAGAAATCTGGCGGA -3', Jg f # + 
将 目的 基因 克隆 到 表达 载体 上 , 在 正 同 、 反 癌 引 物 
中 分 别 设 计 了 Ne I, BamH I 酶 切 位 点 (下 划 线 表 
z), PCR 反应 条 件 : 95% 预 变性 2 min; 94 Ç 变性 
30 s, 56% 退火 30 s, 72% 延伸 1 min, 35 个 循环 ; 
最 后 72% 延伸 10 min。 扩 增 完 毕 后 用 1. 596 SRW 
凝 胶 电 泳 检 测 。 利 用 琢 脂 糖 凝 胶 DNA 纯化 试剂 盒 
回收 PCR 产物 ，PCR 产物 经 胶 回 收 后 克隆 于 
pGEM-T Easy 载体 上 ,重组 克隆 载体 pGEM/ 
AlucOBP7 转化 DH5a 感受 态 细胞 , 放 入 LB 液体 中 
(E Amp) 培 养 过 夜 , 次 日 提取 质粒 , 采用 菌 液 PCR 
FI Nco I , BamH 工 双 酶 切 验证 重组 载体 pGEM/ 
AlucOBP7 插入 卢 段 的 正确 性 。 

1.5 AlucOBP7 蛋白 表达 和 纯化 

对 重组 质粒 pGEM/ AlucOBP7 和 表达 载体 pET- 
30a( +) 分 别 使 用 Neo I 和 BamH I 进行 双 酶 切 ， 
酶 切 产 物 分 别 进行 电泳 回收 。 回 收 后 的 基因 片段 和 





载体 使 用 T4 DNA 连接 酶 16% 连接 16 h, 转化 感受 
ZE DH5a, 37% 过夜 培 养 后 , 挑 取 单 菌落 进行 
菌落 PCR 鉴定 , 将 测序 正确 的 载体 转化 表达 感受 
A APR BL21 (DEF3 ) 。 经 过 37% EORR. 挑 取 单 
菌落 进行 PCR 鉴定 ,阳性 菌落 竺 用。 挑 取 酶 切 和 
测序 鉴定 正确 的 单元 隆 于 5 mL LB 中 ( 含 Kan 100 
wg/mL) 培 养 过 夜 , 次 日 以 1:100 的 比例 (v/v) 转 接 
到 新 鲜 的 LB 液体 培养 基 中 , 37% 200 r/min 振荡 培 
养 至 0Ds 值 达到 0.4 ~0.6, 此 时 加 入 IPTG FAY 
度 为 1 mmolL。 为 了 增加 重 日 在 上 清 中 的 表达 量 ， 
对 诱导 条 件 进 行 了 优化 , 包括 IPTG 的 浓度 、 诱导 
时 间 、 诱 导 温 度 及 户 导 转速 等 。 将 诱导 好 的 
AlucOBP7 HZ TE SES, 离心 弃 挥 上 层 溶液 后 ,加 
人 裂解 缓冲 液 (80 mmol/L Tris-HCl, 200 mmol/L 
NaCl, 1 mmol/L EDTA, 4% H W, 0.5 mmol/L 
PMSF, pH 7.2) 充 分 重新 悬浮 菌 体 后 超声 破碎 ， 分 
别 取 上 清和 包涵 体 进行 SDS-PAGE 电泳 检测 。 离 心 
取 上 清 至 HisTrap ZU TTE, FAS [RIT EUR ETE 
液 进行 洗 脱 , 并 收集 洗 脱 液 进行 SDS-PAGE 分 析 ， 
检测 目的 重 白 所 在 收集 管 的 位 置 。 最 后 和 集 白 用 超 滤 
管 (Millipore ， 和 截留 分 子 量 为 10 kD) 浓缩 至 1 mg/ 
mL, H 3i f His-tag Pr % Xj x H # H pET7 
AlucOBP7 功能 产生 影响 , 实验 中 采用 重组 肠 激酶 
Recombinant Entherokinase 切 去 His-tag, 切割 条 件 
JJ 30'C 切割 16 h， 随 后 用 HisTrap 亲 和 层 析 柱 对 
AlucOBP7 进行 再 纯化 ,获得 不 含 His-tag HJ EHAE 
H AlucOBP7 于 -80C 保存 备用 。 
1.6 ” 欧 光 竞争 结合 实验 

实验 在 了 -380 型 灾 光 分 光 光 度 计 ( 中 国 天 津 ) 上 
进行 , 所 用 容 表 为 1 cm 宽 的 石英 杯 ， 狭 缝 宽度 为 
10 nm, 增益 值 为 1, 灵敏度 为 2。 灾 光 探 针 1-NPN 
ATP, AKENI mmol/L, WEKRE 1- 
NPN 和 AlucOBP7 的 结合 常数 时 , 设 定 激发 光波 长 
为 337 nm, 扫描 的 发 射 光 波长 范围 为 390 ~ 500 
nm, [s] 2€ JG EL € Ill HP Jl] A. 50 mmol/L Tris buffer 
(pH =7.4)， 然 后 向 比 色 亚 中 加 入 AlucOBP7 和 蛋白 
使 其 终 浓度 为 2 umol/L, 待 灾 光 强度 稳定 15 s 后 扫 
描 并 记录 发 射 光谱 , 然后 顺序 向 比 色 于 中 加 入 奖 光 
探 针 1-NPN, 使 1-NPN 深度 从 2 j.mol/L 递增 到 16 
wmol/L。 重 复 测定 3 次 。 利 用 Scatchard 方程 计算 
AluOBP/1-NPN 的 结合 常数 。 

气味 分 子 和 AlucOBP7 和 蛋 日 的 结合 能 力 测定 步 
又 如 下 : 在 荧光 比 色 严 中 加 入 50 mmol/L Tris 缓冲 
Wi (pH 7.4) , 然后 加 入 AlucOBP7 PIKIRE 1- 
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NPN, 终 浓度 都 为 2 pmol/L, FAJIN BE Ta XE Jd , 
记录 最 大 次 光 强度 。 将 溶 于 甲醇 的 气味 标 样 
(1 mmol[E) 逐 次 加 入 到 奖 光 比 色 严 中 , 浓度 从 2 ~ 
16 pmol/L 递增 , 记录 灾 光 强度 变化 情况 。 每 次 实 
验 重 复 3 次 。 假 设 AlucOBP7 恒 蝗 的 活性 为 100% , 
日 在 饱和 状态 下 和 蛋白 与 气体 分 子 的 结合 比 为 1: 1, 
根据 ICs, f ( AlucOBP7/1-NPN A @ W HS 96 26k JE 
值 下 降 一 半 时 配 基 气 味 分 子 的 浓度 ) 计算 气味 标 样 
与 重 日 的 结合 常数 (Ki)。 公 式 为 Ki=| IC, ]/(1 + 
[1-NPN |/K, up) ,其 中 L1-NPN|] 为 未 结合 的 1-NPN 
的 浓度 ,KAN 为 AlucOBP7/1-NPN 的 结合 常数 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 序列 分 析 与 进化 树 构建 
我 们 对 GenBank 登录 的 AlucOBP7 基因 序列 进 
行 了 分 析 。 绪 果 表 明 ，AlucOBP7 基因 读 码 框 ORF 
全 长 438 bp, 编码 145 个 氨基 酸 , 应 用 SignalP3. 0 
Server 软件 (http://www. cbs. dtu. dk/services/ 
SignalP/) 进行 信号 肽 预测 N- A Wali zk DC 8155 Ree 
台 位 置 开 始 的 18 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 ,预测 分 
子 量 大 小 为 13.78 kD, 等 电 点 为 5.07(http://web. 
expasy. org/compute_pi/) 。 该 重 日 具有 气味 结合 重 
日 的 一 些 典 型 特征 ,如 序列 中 含有 6 个 高 度 保守 的 
半 胶 氨 酸 (图 1)。 
采用 Blast ES] Sk Ei EC C PK E H 35 [S 71] BË 
行 同 源 性 搜索 ,应 用 Mega5. 0 软件 通过 邻接 法 
( Neighbour-Joining) 对 包括 AlucOBP7 和 与 之 同 源 性 
相对 较 高 的 其 他 15 种 昆 忠 的 气味 结合 重 日 序列 运 
算 1 000 次 获得 系统 进化 树 。 从 系统 进化 树 上 可 以 


看 出 AlucOBP7 M Ei 7 Ej 8. AlinOBP1 位 于 同一 分 
文 上 (图 2), 并 有 日 DNAMAN6.0 软件 比 对 结果 显示 
其 氨基 酸 序 列 相似 性 达到 74.02%, 表明 这 两 个 基 
因 可 能 来 源 于 同一 个 祖先 基因 , 后 来 在 不 同 的 选择 
压 下 发 生 分 化 并 各 目 行 使 着 目 己 的 功能 。 
2.2 AlucOBP7 重组 蛋白 的 表达 和 纯化 

我 们 对 AlucOBP7 表达 的 条 件 进行 了 优化 ,最 
佳 诱导 条 件 为 : IPTG 浓度 为 1 mmol/L, 温度 为 
28 ,诱导 时 间 为 6 h, 诱导 转速 为 200 r/min, 在 
此 条 件 下 AlucOBP7 获得 大 量 表 达 。SDS-PAGE 电 
瀛 结果 显示 位 于 19 kD 左右 有 特异 性 和 蛋白 条 带 ， 和 
预期 基本 一 致 , 而 未 诱导 的 pET/AlucOBP7 ££ BL21 
(DE3) 的 菌 液 在 相应 的 位 置 没 有 产生 特异 性 条 带 
(图 3) 。 将 诱导 后 的 菌 体 经 过 超声 波 破 碎 后 ,分 离 
上 清和 包涵 体 ，SDS-PAGE 结果 表明 AlucOBP7 Æ 
日 在 上 清和 包涵 体 中 都 有 大 量 表达 。 利 用 HisTrap 
杀 和 层 析 柱 纯 化 上 清 液 中 的 重 白 ,经 脱盐 柱 脱 盐 
后 , XB Ue P UK Ad AlucOBP7 KAENI mg/mL, 
随后 用 重组 肠 激酶 切 去 了 His-tag, 得 到 无 标签 的 重 
组 蛋 日 AlucOBP7, SDS-PAGE 检测 到 位 于 14 kD Æ 
右 出 现 单一 条 市 (图 3) 。 
2.3 AlucOBP7 蛋白 气味 结合 特性 

通过 Scatchard 方程 可 计算 出 复合 物 
AlucOBP7/1-NPN 的 结合 常数 为 6.56 jmol/L( 图 
4)。 室 内 采用 灾 光 苋 争 结合 实验 测定 了 10 种 棉花 
挥发 物 (Loughrin et al., 1994; 于 惠 林 等 ,2007 ; Y 
HAES, 2010) 及 6 种 育 晴 性 信息 素 类 似 物 
(Gueldner and Parrot, 1978) 标 样 ( 表 1) 和 
AlucOBP7 重组 重 日 的 结合 能 力 。 结 果 表 明 ,，10 种 
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图 1  AlucOBP7 基因 的 核 音 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig.1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of AlucOBP7 gene 


下 划 线 示 推 导 的 信号 肽 ; 方 框 内 表示 6 METRAR, The predicted signal peptide sequence is underlined; six conserved cysteins are boxed. 
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图 2 5&ENP URGE AlucOBP7 与 其 他 昆虫 OBPs 的 系统 发 育 树 
Fig.2 Phylogenetic tree of AlucOBP7 and OBPs from other insects 
气味 结合 蛋白 的 来 源 与 GenBank 登录 号 The origin of the OBPs and their GenBank accession numbers are as follows; Aluc: 绿 盲 晴 Apolygus lucorum 
(AlucOBP7; JQ675724); Alin: Ë 48 fi BR Adelphocoris lineolatus ( AlinOBP1; GQ477022; AlinOBP2; GQ477023; AlinOBP3: GQ477024; 
AlinOBP4: GQ477025; AlnOBP5: GQ477026; AlinOBP6: GQ477027; AlnOBP7: GQ477028; AlinOBP8: GQ477029; AlhnOBP9: GQ477030; 


AlinOBP10: GQ477031; AlinOBP10: GQ477031; 


AlinOBPI1 1 : 


GQ477032; AhnOBP12: 6GQ477033; 


AlnOBP13: GQ477034; AlinOBP14: 


GQ477035) ; Apis: Bú sZ H Acyrthosiphon pisum ( ApisOBP8; CARS85635); Btab; JJ x Bemisia tabaci ( BtabOBP1; JNO88198; BtabOBP2; 
JN088199; BtabOBP4; JN088200) ; Clec: ji R E Cimex lectularius ( ClecOBP; ACY69888); Dpla: Ju S S8 © Hf Drepanosiphum platanoidis 
( DplaOBP3; HQ896238) ; Lmig: 东亚 飞 蝗 Locusta migratoria manilensis ( LmigOBP2b; ACR39389) ; Lstr: 灰 飞 乱 Laodelphax striatella ( LstrOBP1 ; 
JN012600; LstrOBP2; JN012601; LstrOBP3; JNO12602; LstrOBP4: JNO12603; LstrOBP5 : JN012604); Mdir: Æ J P] K £ f Metopolophium 
dirhodum ( MdirOBP8; CAR85643) ; Mper: BE! Myzus persicae ( MperOBP8; CAR85648); Mvie; A 3E [A Æ Wf Megoura viciae ( MvicOBPI ; 
FM242549; MvicOBP2: FM242550; MvicOBP5; FM242551; MvicOBP8; FM242552; MvicOBP10; FN293392); Nlug: 4% &:5 Nilaparvata lugens 
(NIugOBP1; FJ215305; NlugOBP2: FJ215306; NlugOBP3: FJ215307); Nrib: ## É* B Nasonovia ribis-nigri ( NnbOBP2; FM242553; NribOBP3: 
FN293389; NrbOBPS; FN293390; NrbOBP7:; FN293391; NribOBP8 : FM242554) ; Rpro: 长 红 锥 晴 Rhodnius prolixus ( RproOBP2; CAX63262) ; 
Save; ZE K £r H Sitobion avenae ( SaveOBP3; FN293380; SaveOBPS; FN293382; SaveOBP6; FN293383; SaveOBP7: GQ847859; SaveOBP8 : 
GQ888708; SaveOBP9: GQ847860; Saveobp10: FN293384; SaveOBP11; GQ994435); eas: ZR WA Xx Tribolium castaneum (TecasOBP16 : 


EFA02853) 


p-n fpe. He. < G Wa, FEM BOE >“ BR 
8 种 化 合 物 均 不 能 够 和 AlucOBP7 有 效 结合 ， 即 使 
当 这 些 气味 分 子 的 浓度 达到 60 pmol/L BJ , (5088 
够 使 AlucOBP7/1-NPN 复合 物 的 灾 光 强度 降低 


10%~20% (图 5)。2- 己 酮 能 够 与 AlucOBP7 有 效 结 
t. 但 结合 能 力 一 般 , 结合 常数 为 55.13 pmol/L, 
水 杨 酸 甲 酯 与 AlucOBP7 蛋白 表现 出 很 强 的 结合 能 


A. 


结合 常数 为 28.26 umol/L, 6 种 盲 晴 性 信息 素 
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表 1 气味 标 样 与 AlucOBP7 蛋白 的 结合 能 力 
Table1 Binding affinities of ligands to AlucOBP7 


结构 式 Structural formula 
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图 3 绿 育 晴 AlucOBP7 表达 产物 SDS-PAGE 分 析 

Fig.3 SDS-PAGE analysis of recombinant AlucOBP7 
1: 和 蛋白 标准 分 子 量 Protein molecular weight marker; 2: pET/ 
AlucOBP7 转化 BL21 ( DE3) 未 经 IPTG 诱导 The expressed product 
pET/ AlucOBP7 non-induced by IPTG; 3: pET/AIucOBP7 转化 BI21 
(DE3) Z° IPTG 诱导 The expressed product pET/AlucOBP7 induced by 
IPTG; 4: pET/AIucOBP7 转化 BL21 ( DE3) 经 IPTG 诱导 后 的 上 清 
The pellet of pET/ AlucOBP7; 5: pET/AlucOBP7 转化 BL21 ( DE3) 经 
IPTG 诱导 后 的 包涵 体 The supernatant of pET/AlucOBP7 ; 6: 纯化 后 
的 pET/AIucOBP7 融合 蛋白 Purified AlucOBP7 protein with His-tag; 
7: 经 肠 激 酶 切除 His-tag 后 纯化 的 AlucOBP7 和 蛋白 Purified AlucOBP7 


protein without His-tag. 
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图 4 1-NPN fii AlucOBP7 和 蛋白 的 结合 曲线 
Fig. 4 The binding curve of 1-NPN and AlucOBP7 


类 似 物 中 的 丁 酸 反 -2- 己 烯 本 和 丁 酸 已 酯 均 不 能 够 
和 AlucOBP7 有 效 结 合 , MIREL TRTA 
及 已 酸 已 酯 能 够 和 AlucOBP7 有 效 结 合 , 结合 能 力 
中 等 , 结合 常数 分 别 为 30.58, 39.26 和 35. 81 
mol[L。 另 外 性 信息 素 类 似 物 4- 氧 代 - 反 -2- 己 烯 醛 
和 AlucOBP7 具有 较 强 的 结合 能 力 , 结合 常数 为 
23.14 umol/L, 


3 讨论 


本 文 首 次 死 隆 和 表达 了 绿 育 晴 的 一 个 新 的 气味 
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图 5 气味 分 子 与 AlucOBP7 和 蛋白 竞争 结合 曲线 
Fig. 5 Competitive binding curves of ligands to AlucOBP7 


结合 蛋白 AIucOBP7, AIucOBP7 前 端 编码 长 为 18 个 
氨基 酸 的 信号 肽 , 具有 气味 结合 蛋白 的 典型 特征 ， 
序列 中 有 6 4 TR SF BJ É DG 2 ER Ds. SR EH ME 
AlucOBP7 与 其 他 15 种 已 知 昆虫 化 学 感受 蛋白 序列 
比 对 和 系统 进化 树 结 果 显 示 ,， 绿 育 晴 AlucOBP7 和 
EAS EN AlinOBP1 位 于 同一 分 文 上 , 并 且 其 氨基 
酸 序列 相似 性 达到 74. 02 % , 推测 这 两 个 基因 来 源 
于 同一 个 祖先 基因 , 但 在 长 期 进化 过 程 中 对 不 同类 
型 环境 化 学 因子 刺激 的 适应 和 进化 使 其 产生 了 分 
化 , 在 不 同 物种 间 行 使 着 相同 或 者 某 些 类 似 的 
功能 。 

在 AlucOBP7 与 10 种 棉花 挥发 物 及 6 PESE 
性 信息 素 类 似 物 实 光 苋 争 结合 测定 中 ，AlucOBP7 
能 够 选择 性 地 与 2 种 棉花 挥发 物 和 4 种 育 晴 性 信息 
素 类 似 物 有 效 结 合 。 植 物 挥发 物 中 的 2- 己 酮 是 一 
种 绿叶 气味 物质 , 也 是 棉花 在 自然 条 件 下 或 者 受到 
机 械 损伤 时 释放 的 挥发 物 (于 惠 林 等 , 2007) 而 水 
杨 酸 甲 酯 为 花香 气味 物质 和 植物 防御 信号 物质 ,这 
两 种 物质 均 为 植物 具有 的 基本 物质 , 也 是 植 食性 昆 
虫 定 位 寄主 的 基本 物质 ( 杜 家 纬 ，2001 ) 。 
AlucOBP7 能 够 和 2- 己 酮 及 水 杨 酸 甲 酯 有 效 结合 ， 
暗示 该 重 日 可 能 在 绿 育 旺 搜 寻 和 定位 花期 棉花 植株 过 
程 中 发 挥 感受 功能 , 参与 了 绿 育 晴 趋 花 转移 危害 寄 
主 行为 。 金 合欢 燃 是 棉花 受 植 食性 昆虫 取 食 危害 后 
释放 的 挥发 物 (Loughrin et al., 1994; Ngumbi et al., 
2009) ,并且 是 整个 挥发 物 中 主要 成 分 , 但 在 本 人 研 
究 中 与 AlucOBP7 几乎 不 结合 , 表明 AlucOBP7 对 
气味 识别 具有 特异 性 。 
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4- 氧 代 - 反 -2- 已 烯 醛 是 绿 育 晴 虫 体 组 织 提取 物 
之 一 , 绿 育 晴 对 其 有 触角 电位 (EAG) 电 生理 反应 ， 
田间 诱 集 试验 证 明 该 信息 物 对 雄 虫 具有 强烈 引诱 作 
H, 是 绿 育 晴 性 信息 素 的 有 效 成 分 之 一 (张涛 ， 
2011)。 在 6 种 育 晴 性 信息 素 类 似 物 中 ,， 丁 酸 乙 酯 、 
丁 酸 丁 酯 以 及 己 酸 己 酯 能 够 和 AlucOBP7 A 3X Zh 
R, 结合 能 力 中 等 ，4- 氧 代 - 反 2- 己 Hg Bë RI 
AlucOBP7 具有 较 强 的 结合 能 力 , 表明 AlucOBP7 Z: 
与 绿 育 晴 性 信息 素 识别 , 特别 是 在 雄 虫 寻找 上 肉 虫 过 
程 中 发 挥 重要 功能 。 有 报道 指出 , 丁 酸 己 醒 为 肉 性 
美国 牧草 育 晴 Lygus lineolaris 在 安静 条 件 和 受到 尺 
扰 时 释放 挥发 物 的 主要 成 分 , HEERE ty a EAS 
在 安静 条 件 和 受到 惊扰 时 释放 的 丁 酸 己 酯 量 更 高 ， 
说 明 丁 酸 已 酯 可 能 在 美国 牧草 育 晴 寻找 配偶 进行 交 
配 和 进行 防御 过 程 中 发 挥 双 重 作 用 (Wardle et al., 
2003) 。 然 而 本 研究 中 性 信息 素 类 似 物 丁 酸 反 -2- 己 
烯 酯 和 丁 酸 己 酯 与 AlucOBP7 的 结合 能 力 较 差 即 不 
能 有 效 结合 , 表明 性 信息 素 在 不 同 物种 间 可 能 存在 
特异 性 。 当 然 , 绿 育 晴 体内 也 可 能 存在 其 他 气味 结 
合 恒 日 参与 识别 结合 丁 酸 反 -2- 己 烯 酯 和 丁 酸 已 酯 ， 
这 需要 进一步 展开 相关 工作 。 

目前 研究 认为 性 信息 素 结合 蛋白 PBPs 在 雌雄 
触角 中 都 有 可 能 存在 ， 只 是 有 量 上 的 差异 ,因为 雌 
虫 触角 中 的 PBPs 也 能 够 识别 自身 的 信息 素 ， 或 者 
至 少 能 够 识别 自身 信息 素 复 合 物 的 某 些 成 分 
(Callahan et al., 2000), 我 们 前 期 研究 发 现 ， 
AlucOBP7 基因 几乎 全 部 在 触角 中 表达 , H MEHE RE 
角 中 均 有 较 高 的 表达 量 (本 et al., 2013 ) 。 综 合 本 文 
竞争 结合 实验 和 前 期 表达 谱 结 果 ， 我 们 推测 
AlucOBP7 很 可 能 是 一 个 信息 素 结合 蛋白 PBPç F 
一 步 通 过 RNA 干扰 等 技术 敲 除 绿 育 晴 体 内 
AlucOBP7 基因 , 570 12; 3 DSL 9k UEN Ja 9] 2k Bi W BJ 
电 生 理 和 求偶 行为 的 影响 将 有 助 于 全 面 解 析 该 重 日 
的 气味 结合 特征 。 

综 上 所 述 ，AlucOBP7 是 一 个 重要 的 唱 觉 和 集 日 ， 
在 绿 育 晴 搜 寻 寄 主 和 识别 配偶 可 能 扮演 重要 角色 。 
同时 , 该 蛋 昌 也 可 能 是 一 个 潜在 的 作用 靶 标 ， 可 以 
尝试 通过 干扰 其 感受 功能 来 控制 育 晴 取 食 危害 
行为 。 
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